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小型胆管の 増生は各種肝胆道糸疾患 で 生ずる が , そ の 発生機序や増殖機転 に 関 して 不 明な点が 多い ･ また , これ らの 小
型胆管増生に果たす局所 の 微小環軋 掛 こ神経 の 果た す役割も全く知 られ て い な い ･ 今 臥 こ の 小型胆管上皮 の 増殖性病変の
病的意義を細胆管増生と オ パ ー ル 細胞増生の ラ ッ ト モ デル を用 い 主 に 病理魁織胤 細胞動態お よ び 神経分布 を中心 に 検討 し
た . 細胆管増生 モ デ ル は 総胆管結集 ラ ッ ト を 作 成 し, オ バ
ー ル 細胞増生 は 3
'
-メ チ ル ー4 ジメ チ ル ア ミ ノ ア ゾ ベ ン ゼ ソ
(3
･Tm ethyl ヰdirn ethyla min oa z obe n z e n e,3
,
-M D A B)の 投与 に よ り作成 した ･ 総胆管結染群お よび 3
'
-M D A B群で ほ ･ 7 日 日よ り
細胆管お よび オ バ ー ル 細胞の 増生 が 門脈城辺鹿部に 出現 し ･ 以後 こ れ らの 増生域は徐
々 に 拡大 し, 14 日目以降は拡大 した 門脈
域を架橋す るよ うに増生域の 拡大が み られた ･ そ して , 42 日 冒に は , い ずれ の モ デル でも こ れ ら の 病変 の た め 肝実質 が分断さ
れ肝硬変様の 形態を示 した . 細胞動態を好銀性核小体形成体の 凱 5 ブロ モ
ー2
,
デ オ キ シ ウリ ジ ン 標識率 , 増殖細胞核抗原 ラ ベ
リ ソ ダイ ソ デ ッ ク ス を 用い て検討 した . そ の 結 軋 増生細胞管 とオ パ
ー ル 細胞で , い ずれ の 指標も7 日目で 最高値を と り 以後
経過 ととも に 漸減 した が , 各指標 ほ対照群よ りも高値を示 した ･ ま た ･ 3
,
-M D A B投与群の 方が総胆管結染群よ りも各指数は持
続的に高値を示 した . 次に , 免疫染色 で神経線推分布を検討 した ･ プ ロ テ イ ン ジ
ー ン プ ロ ダ ク ト 9･5(pr otein ge n epr odu ct
9.5, P G P 9.5) 陽性神経線維お よび ニ ュ ー ロ ペ プ タ イ ド Y(n e u r opeptide Y･ N P Y) 陽性神経線維は ･ 対照群で は , 門脈域の 結
合組織 , 門脈壁 , 肝動脈壁 , お よび 胆管壁近傍に み られた が , 総阻 管結集群 で は ･ 経過と ともに これ らの 陽性神経線維
の 減少
がみ られ , 42 日目に は肝内の 大型門脈域 の み に 染色され た ･ しか し , 3
㌧M D A B投与群で は ∫ P G P 9･5 お よ び NP Y陽性神経線
推の 減少, 消失 な どの 変化 はみ られ ず , 42 日 目 には オパ
ー ル 細胞増生域に , P G P 9■5 陽性神経線椎の 分布が み られ た ･
一 九
ニ ュ
ー ∴ ロ こ/ ス ペ シ フ ィ ッ ク ユ ノ ラ
ー ゼ (n e ur o n spe cific e n olas e, N S E) 陽性神経線維は , 対照群 で は ･ 門脈域の 脈管周囲の 結合
織内に み られ た が , 総胆管結架群や 3
･
一M D A B投与群で は ′ 28 日 目以降に 細胆管増生域や オ バ
p ル 細胞増生域に N S E陽性神
経線維 の 新生が み られ た . S-100陽性神経線維ほ , 対照群で は , 肝 内大型胆管, 隔壁阻管 レ ベ ル の 門脈域 に み られ た ･ 総胆管結
染群で は , 経過 とと もに S-1 00陽性神経線維は減少 し, 消失 した ･ 3
,
-M D AB 投与群 でを耳･ 門脈域内で ほ S-100陽性神経線維
の 減少, 消失な ど の 変化ほ み られ な か っ た ･ サ ブ ス タ ン ス P(s ubsta nce P, S P) 陽性神経線維ほ ′ 対照群
でほ ･ 門脈域の 脈管
周囲の 結合織 にみ られ た . 総胆 管結染群, 3
,
-M D A B投与群 で は , S P陽性神経線維 の 経時的な変化は み られ なか っ た ･ 電 顕的
に ほ細胆管増生巣 お よび オ バ ー リ レ細胞増生巣の 細胞間に ほ 7 日 目～ 42日 目 に お い て 無髄神経線維が認め られ た ■ 以上
の 結果よ
り, ラ ッ ト の 総胆管結梨群お よび 3
,
-M D A B投与群で は小型 ～ 大型 の 門脈域で の 神経線維 の 分布や抗原性 に 変化ある い は 特異
な抗原性を持 つ 神経線維 に 変動があ り , さ ら に 細胆管増生域お よ び オ バ
ー ル 細胞増生域で も , そ の 細胞動態の 変動お よび 経過
に 関連 して 支配神経線軋 特 に そ の 抗原性の 発現 に 変化がみ られ た ･ これ らの 所見は , これ ら小型胆 管病変部
の 微小環境 の 形
成 に 神経支配が何 らか の 関与 を して い る こ と を示 すもの と考 え られ る ･ 今回 の 研究に よ り･ 今後 1 胆管上 皮の 病態や肝胆道糸
疾患 の 発生進展機序 の 解明に , 肝 内局所の 神経線維 お よび神経分布を考慮す る必要があると考 え られ た ･
Key w ords bile ductularproliferatio n, 0 Val cell, in n ervatio n, 3
,
- m ethyl-4-dim ethyla minoazobe n-
z ene , bile du ctligatio n
肝内小型胆管 , 特 に 細胆管の 増生は l ヒ ト の 種 々 の 肝 胆道糸
疾患で非特異的に 認め られ る . そ の 由来 , 増殖 の 機序 , 細胞動
態お よび病理 学的意義に関 して , 従来多くの 研究報告が な され
て い るl卜 明 . ヒ ト で は , こ れ らの 増生細胞管ほ そ の 形態 と形質像
か ら既存の 胆管上皮 の 増生に よ るも の と小葉辺綾部肝細胞の メ
タ ブ ラ ジア に よ るもの が ある と考 え られて い る
1 0)
. ま た Rubin
ば), 胆管結如 こよ っ て起 こ る 胆管増生は , 胆管 細胞 と肝細胞
を渡合す る ヘ リ ン グ管に 由来す る の で ほ なく ト 胆管上 皮の 増生
の 結果生ず ると報告 して い る. 3
-
- メ チ ルー 4 ジメ チ ル ア ミ ノ ア ゾ
ベ ン ゼ ソ (3
,
- m ethyl ヰdim ethyla min QaZ Obe n z e n e, 3
'
- M D A B)･
平成8年2月27 日受付, 平成8年3月19 日受理
A bbre viatio ns :A B C, a Vidin-biotin- pe r O Xidase c o mple x; A F P, alpha
Mfetoprotein; AgNO Rs, a rg yrOphilc
proteins of the n u cleolar orga niz er r egio n; Brd U, 5-bro m o
-deo xyuridine; D A B･ dia myn obe nzidin e
tetrahydrochloride ; 3
,
- M D A B, 3
,
- m ethylp4- dim ethylamin o azobe nzene ; N P Y, neur Opeptide Y ; N S E,
n e utOn
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1 サ フ チ ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー トな どの 肝発癌物質投与に よ っ て
出現する オパ ー ル 細胞ほ その 細胞性状 ほ細胞管 に 塀似す る と さ
れ て お り
11ト 13)
, 細胆管増生と同様に そ の 発生の 由来 , 増殖 の 幾
序 , 細胞動態 お よ び病理学的意義 に ほ細胆管増生と同様不 明な
部分が多く残 され て い る . ま た , 細胆管増生と オ パ ー ル 細胞増
生の 病態の 違 い に 関 しても不 明な点 が多く残されて い る .
さて 最近, 肝 , 胆道系に 分布する神経の 生理 的役割 が注目さ
れ てお り , 肝 内微小循環 の 調節や胆汁分泌な どに 深く関与 して
い る14 ト 25). さ らに 肝胆道糸疾患そ の もの の 病態 と神経支配 の 関
連性も注目 され て お り , 特 に , 神経線維や そ の 分泌物 が増殖性
変化や炎症に深く関係 して い る こ とか ら
26)
, こ れ ら の 神経支配
と肝胆道疾患 の 発生 と の 関連性ま た肝切除後の 肝細胞の 再生に
果す役割も最近 , 注目され て い る 叩 ). また , 最近の 免疫鼠織化
学的手法の 発達に よ り, 神経線推の 分布と抗原性の 変化が光学
頗徴鏡的 , 電子顕徽鏡的に 認識できる よう に な り , 各種肝疾患
で の 神経の 分布と病態形成 と の 関連性 が研究 され て い る28)2g)
しか し, 現在ま で の 研究で , 細胞管や オ パ ー ル 細胞な どの 肝内
小型胆管上皮の 増殖性病変 と神経支配と の 関連性 に つ い て は ,
ほ と ん ど鮮明 され て い な い .
そ こ で今回 , 総胆管結梨 ラ ッ ト で細胞管増生を作成 し, また
3
'
-M D A B投与に よ り オ パ ー ル 細胞増生を作成 し , こ れ ら 2 つ
の 実験 モ デ ル を 用 い 病理 組織学的 き 免疫魁織化学的 お よ び電子
顕微鏡学的検討 を行 い , 細胆管増生 と オパ ー ル 細胞増生 の 病理
形態l 細胞動態 , そ れに 神経支配 と の 関連性を検索 した .
対象および方法
Ⅰ . 実験動物
150～ 200g の 雄性 Spr agu e-Da wley ラ ッ ト (日本 エ ス エ ル
シ ー , 浜松)を用 い ト 以下の 全て の 実験を 行 っ た . な お , 実験 開
始 まで は , 一 定 の 空調室内で固形飼料 C R F-1(日本 チ ャ ー ル ズ
リ バ ー , 厚木) を 自由摂食 させ , 自由飲水下に 飼育 した .
Ⅰ . 肝内の 肝内胆管および門脈域の分類
肝内胆管を Nakan u m aら叩 の 分類 を多少修飾 して用 い た . す
なわ ち , ラ ッ ト で は 肝外 で 総胆管が左菓, 中間葉 , 右菓 , 尾状
菓 お よび 方形菓枝に分岐 し肝内に分布する . そ こ で 総胆管の 第
一 次分枝を 肝内大型胆管 と した . 肝内大型胆管 よ り末梢の 不 明
瞭 なが らも線維性の 胆管壁が み られ肝実質か ら離れ て 分布する
胆管を隔壁胆管と した . 胆管壁は なく門脈域内で 肝動脈枝に 伴
走 し肝実質か ら離れ て 分布す る胆管を小葉間胆管と し , 肝小葉
辺線部限界板の 肝細胞と門脈域内 を走行す る 胆 管壁 を持 た な
い , 横断面で 5, 6 個 の 立方体の 胆管上皮よ りな る胆管 を細胆
管 と した . ま た , 各 々 の 太さ の 胆管を 門脈域 の レ ベ ル の 基準と
して用 い た .
Ⅲ . 実験方法
1 ∴ 実験群の 設定
1) 総胆管結染群
細胆管増生 モ デ ル で あ り, 18匹 の ラ ッ トを用 い た . 腹部を 剃
毛後 , ジ ュ チ ル コ⊂･ - - テ ル 麻酔下 に ･, イ ソ ジ ン (明治製菓 , 東
京)で消毒後無菌的に開腹 した . まず肝十 二指腸間膜 に到達 し
そ こ で総胆管 を同定 した . 間膜を 鋭的に 切開 し∴総胆管 の み を
約 Ic m に わ た り十分 に 露出 し遊離 した . つ い で 下部総胆管を
5m m 以上 の 間隔を あけ 二 重結熱 し , そ の 中間を切離 した . そ
の 後 , 2層縫合 で 開腹 し手術を終 え た .
2) 3
'
- M D A B投与群
オ パ ー ル 細胞増生の モ デ ル で あ り, 18匹 の ラ ッ トを 用い た .
固形飼料 C R F-1 の 代わ りに , 0.06 % 3
'
- M D A B添加固形飼料を
自由摂食 させ た .
3) 対照群
腹部 を剃毛後 , ジ ュ チ ル エ ー テ ル 麻酔下 に , イ ソ ジ ン で 消毒
後無菌的に開腹 した . まず肝十 二 指腸間膜 に 到達 しそ こ で総胆
管を同定 した . 間膜を 鋭的に 切開 し, 総脛管 の み を約 1c m に わ
た り十分に 露出 し遊離 した . そ の 後直ち に 2層縫合 で 閉腹 した
もの を 単開腹手術群 (対應群) と した . 18匹の ラ ッ トを用い た .
2 . 肝敵織標本 の 作成
実験開始後 7 日 目, 14日 目 , 21日目 , 28日 臥 35日 臥 42 日
目 に 各突抜群の 3匹 を ジ ュ チル エ ー テ ル 麻酔下に屠殺 した . そ
の 後直ち に 4 ℃の 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド + 0.2 % グル タ ー
ル ア ル デ ヒ ド + 0.2 % ピ ク リ ン 酸溶液で環流固定を行 い , 肝を
取 り出 した . 更に 4 ℃の 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド +0.2 % ピ
ク リ ン 酸溶液 で 4時間浸潰固定 した . 次 い で , こ れ らの 肝の 一
部を型の 如く パ ラ フ ィ ン 包嘩 し, 各 ブ ロ ッ ク に つ き1 0枚以上 の
5JJm 切片を 作成 した . 残 りの 肝ほ , 20% 薫糖加リ ン 酸緩衝生理
食塩水(pho sphate-buffer ed s alin e, P B S)(pH 7.4) に 2 日間浸透
させ , Optim u m c utting te mper atuf eコ ン パ ウ ン ド (マ イ ル ス
･ 三 共 , 東京)に 包埋後, 液体窒素で直ち に 凍結 した . そ の 後ク
ライ オ ス タ ッ ト (テ ィ シ ュ ー ･ テ ッ ク , マ イ ル ス ･ 三 共, 東
京) で 各 ブ ロ ッ ク よ り1 0枚以上 の 2恥 m 凍結切片を作成 し, 使
用 時まで - 80 ℃で 保存 した .
3 . 組織学的検討
各実験群 の パ ラ フ ィ ン 包唾切片 を , 型 の 如く脱パ ラ フ ィ ン
し, そ の 後 H E染色, ア ザ ン 染色 , 過 ヨ ウ 素酸 シ ッ フ 法染色
(periodic a cid Schiff, P A S) 染色, ゴ モ リ の 鍍銀染色を行い , 光
学顕微鏡下 に 観察 した .
4 . 細胞動態 の 検討
細胞動態 の 検討 の ため に , 好銀性核小体形成体 (arg yr ophilic
protein s ofthe n u cleolar orga niz er r egio n, AgN O Rs) 数, 5 ブ
ロ モ 2
'
デ オ キ シ ウ リ ジ ン (5-br o m o-de o xyu ridin e, Brd U) 標識
率 , 増殖 期細胞核抗原標識指数 (pr oIife rating c elln u clear
a ntige nlabelinginde x, P C N A LI) を 求めた . AgN O Rs は リ ボ
ゾ ー マ ル D N Aの ル ー プ を形成 して い る構造で ∴ 細胞の 分裂,
増殖に 関与 して い る と考 え られ て い る
31)､ 33)
.
Brd Uほ D N A合成
中の S 期の 細胞核 に 取 り込 まれ る こ と が 知 られ て い る3 佃
T)
P C N A は増殖サ イ ク ル の 主 に Gl後期か らS 期に か け て細胞核
内に 蓄積 し , D N A ポ リメ ラ ー ゼ ∂の 補助因子 と して 磯能 して
い る こ と が 知 られ て い る 抑
～ 41)
1) AgN O Rs 数
Ploto n ら
31) の 方法に 従 っ て 染色 した . すな わ ち , 5JJm の パ ラ
フ ィ ン 切片を 塾の 如く脱 パ ラ フ ィ ン 後 ∴蒸留水 で 十分に 洗浄し
た . そ の 乱 1g/dlの 蟻酸 に 2g/dlの ゲ ラ チ ン を 溶解 した 溶液
と50% 硝酸銀水溶液と を 1:2 の 割合で 混合 した反応液中に 切
spe cific en olase; P A S, periodic acid Schiff;P B S, pho sphate-buffered s alin e; P C N A, PrOliferatingc elln uclea r
antigen; P C N A LI, Pr Olifer ating celln uclear a ntige n labeling inde x; P G P 9.5, anti-hu m a npr otein gene
produ ct 9.5; S P, S ubstanc eP
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片を入れ , 25分間暗室 で反応 させ た ･ そ の 後 , 切片を 蒸留水
で
洗浄後 , 型 の 如く脱水封入 した ･ 200個以上 の 正 常
の 細胆管お
よび小型小葉間胆管お よび 増生細胞管細胞 また は オ パ
ー ル 細胞
を無作為に 抽出 し, 油浸 レ ン ズ を用 い , 光学顕微鏡下に そ の 核
内に ある明瞭な褐色顆粒 の 数を AgN O Rと して 数 え , 細胆管細
胞ま たは オ パ ー ル 細胞 の 1個あた りの AgN O Rs の 平均を 算出
し, 各例お よび 各群 の AgN O Rs 数を 求め た ･
2) Brd U標識率
各実験群 とも , 屠 殺30分前 に , Brd U(Sigm a C hemic al
C｡ mpa ny, St.Lo uis, U S A)5m g/kg を 尾静脈よ り注射 した ･ こ
れらの 肝を上 記 の 如く処理 レ くラ ブ イ ン 包壇 し, 各 ブ ロ ッ ク よ
り 5〃m の パ ラ フ ィ ン 包唾切片を作成 し , ア ピ ジ ン ビオ チ ン
ペ
ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複 合 体 (a vidin･biotin- pe rO Xida se c o mple x,
A BC) を 用 い た免疫染色
42)に よ り核内に 取 り込 まれ た Brd Uの
検出を 以下 の 如く行 っ た ･
すな わ ち , 塾の 如く脱 パ ラ フ ィ ン 後 , 0.3% 過酸化水素添加
メ チル ア ル コ ー ル 液中 に20分間静置 し∴組織切片中の 内因性 ペ
ル オ キ シ ダ
ー ゼ を失宿 させ た . 次 い で染色性を高め るた め37 ℃
の0.1% トリ プ シ ソ (Difc oLaboratorie s, Detr oit,U S A)で , 10分
間処理 した . 次い で室温 で 1 2規定の 塩酸で30分間処理後 , 室
温で0.07規定の 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液 で 2分間処理 した ･ そ の
後, 2次抗体 の 非特異的結合 を押 さえ るた め , 5%ブ タ 正 常血
清で20分間処置 した . 次に50倍 に 希釈 した マ ウ ス 抗ブ ロ モ デオ
キ シ ウ リ ジ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Sigm aC hemic al Co mpa-
ny)を 一 晩反応 させ た . 次 い で200倍希釈 の ビオ チ ソ 化ウ マ 抗 マ
ウ ス IgG 抗体(Ve ctorLabor atorie s, Bu rlinga m e, U S A)を室温
で1時間反応 させ , A B C溶液(VectorLabo ratorie s) 中で 室温
で1 時間反応 させ た 後 一 0.03 %過 酸化水素水を加 え た 0･2 %
3,3
,
-ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 4塩酸塩(dia min obe n zidin etetrahydr
-
o chloride, D A B)(Sigm aC he mic al Co mpany)で 発色さ せた ･ な
お各々 の 反応 は , 0.01M の P B S で十分 に 洗浄後 に 行 っ た ･ 次
い で , へ マ トキ シ リ ソ で淡く核染後 , 脱水封入 し鏡検 した ･
500個以上 の 正常細胆軌 小型小葉間胆管 お よ び 増生細胆管
細胞 , また は オ バ ー ル 細胞を 無作為に 抽出 し , 核 が染色 され た
Brd U陽性細胞 を数 え , 各例 お よび 各実験群の Brd U標識率を
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百 分率(% ) で算出 した .
3) P C N A LI
肝組織標本の パ ラ フ ィ ン 包哩切片を , 型 の 如く脱 パ ラ フ ィ ン
を行 い , そ の 後内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失括 させ , 10%ウ マ
正常 血清 で 非特異的結合反応を防止 した . 次い で , 1次抗体と
して200倍希釈 の マ ウ ス 抗増殖期細胞核抗原(pr oliferating c ell
n u cIe ar antige n, P C N A) モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 (Nov o c astr a
Laboratorie sLtd., Ne w c a stle, Engla nd)を 一 晩反応させ た . 次
い で ビオ チ ソ 化 ウ マ 抗 マ ウ ス 抗.体を 1 時間反応 させ , A B C溶
液 と 1時間反応後 , 0.03% 過酸化水素添加D A B で発色 さ せ
た . 次 い で へ マ トキ シ リ ソ で淡く核染後, 脱水封入 した . 正常
の 細胞管 お よび 小型小葉間胆管そ れ に 増生細胆管細臥 オパ
ー
ル 細胞500個 を無作為に 抽出 し, そ の 中で の P C N A陽性細胞を
数 え各例お よ び各実験群での P C N A LI(%)と して 算出 した ･ な
ぉ , 免疫染色の 反応特異性は 一 次抗体を 由S で置換 し, 反応
が陰性化する こ と で確認 した .
5 . 神経線維 の 免疫染色
以下の 神経線維 の 免疫染色を行い , そ の 分布と 密度 と神経線
維 に珠状 に み え る バ リ コ シ テ ィ を 観察 した . な お , 神経線推そ
の もの は通過線経と され て い る の に 対 し , バ リ コ シ テ ィ は生理
活性物質 の 貯蔵 また は 放出部位と考 え られ 神経内分泌 の 作用の
部位 と して注 目 され て い る
43)
.
1) 神経線維に 含 まれ る こ とが 知 られ て い る ヒ トプ ロ テ イ ン
ジ ー ン プ ロ ダ ク ト 9.5(pr otein ge n epr odu ct9･5, P G P 9･5), ウ
シ S-1 00, ニ ュ ー ロ ペ プ チ ドチ ロ ジ ン (n e ur opeptide Y, N P Y),
ラ ッ ト ニ ュ ー ー lコ ン ス ペ
ー シ ッ フ ィ ッ ク エ ノ ラ
ー ゼ (n eu r on
spe cific e n ola se, N S E), サ ブ ス タ ン ス P (substa n ce P, S P)の
検 出を 免疫覿織学的染色に よ り以下 の 如く行い , 神経線推の 同
定 を試み た . 用 い た 1次抗体 , 2次抗軋 製造会社名 と希釈濃
度 を表 1に 示す . な お , 今回検索 した神経線維は , 一
一 般的な 神
経線維 マ ー カ ー と して知 られ て い る P G P 9･5 陽性神経線維群
と N S E陽性神経線維群 , 神経 ペ プ チ ド と 考 え ら れ て い る
N P Y陽性神経線維群と S P陽性神経線推群 , そ れ に シ ュ ワ ン
細胞が 陽性 と な る S-100陽性神経線推群と に 分け られ る ･
まず , 20〟m 凍結切片を0.3% トリ ト ン Ⅹ(和光純薬工業, 大
Tablel. Prim ary a ntibodie s a nd s e c o ndary a ntibodie s･ a ndtheir duutio n a nd s o u rc e s
Antibodie s Dilutio n So u r ce
P rim ary a ntibodie s
Anti-Brd U(clo ne B U-33, m O u SeIgG l, m On O)
Anti-P C N A(clo n eP ClO. m o u s eIgG 2a, mO n O)
Anti-hu m a nP G P 9.5(rab bitIgG, m O nO)
Anti-r at N S E(rab bitIgG, pOly)
Anti- N P Y(r abbitIgG, pOly)
Anti-C O WS-100pr otein(rab bitIgG, pOly)
Anti-Substa n c eP(rabbitIgG, POly)
Biotiny se c o ndary a ntibodie s
Anti- m O u Se IgG (hor se)
Anti-r abbitIgG(go at)









Si$m aChe mic al Co mpa ny, St･ Lo uis- U S A
Na v o c astr aLabor atories, Na w c astle, Engla nd
Ultr aClo n eLi mited,Isle of W ight, Engla nd
Polyscie n c es,In c･ , W arringto n･ U S A
C hemic al Intern atio nalIn c,. Te m e c ula, U S A
D A K O A/S, Glo strup, De nrn ark
Am e rsha rnIntern atin alplc, Bu ckingha mshir e, Engla nd
VectorLabor ato rie s. Bu rlinga m e. U S A
VectorLabor ato rie s, Bu rlinga m e, US A
Orga n o nTekn ika Co rporation , Du rha m, U S A
Mo no, m O n O Clo n al a ntibody; pOly, pOlycIonala ntibody;Brd U, bror n odeo xyuridin e;P C N A･prOli
ferating c e11n u cle ar a ntige n;P GP
9･5pr otie nge n epr odu ct9･5; N S E, n e u rO n Spe Cific e n ola s e; N P Y･ ne u rOpeptide tyro sin e･
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阪) 加P B Sに 4 日間浸漬 L た後, 0.3% 過酸化水素添加 メ チ ル
ア ル コ ー ル 液中で 1 時間反応 させ る こ と に よ り内因性 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ を 失活さ せ た . 次い で 一 非特異的結合反応を防止する
た め , 切片を10%ヤ ギ 正常血 清で 処理 した . 次に 1 次抗体を 4
℃で 2晩反応さ せ , 1 00倍希釈 の ビ オ チ ン 標識の ヤ ギ抗 ウ サ ギ
IgG 抗体 を 2次抗体 と して 使用 し室温 で 1 時間反 応 さ せ ,
A BC 溶液と反応後 , 0. 03% 過酸化水素添加D A B で発色 させ
た . 各反応の 前後 に は 一 切片を P B Sに て十分洗浄 した . へ マ ト
キ シ リ ソ で核染後 , 脱水封入 し, 鏡検 した .
な お , これ らの 免 疫染色の 特異性は 1 次抗体 を P B Sで 置換
し反応が陰性化する こ と で確認 した .
6 , 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡 に よ る検討
P G P 9･5, N S E, N P Yの 免疫染色を以下の 如く行 い , 共 焦点
レ ー ザ ー 顕敬鏡 で観察 した . つ ま り 20四m 凍結切片を , 0. 3%
ト リ ト ン Ⅹ加 P B Sに 4 日間浸漬 した 後, 非特異的結合反応を
防止する た め , 切片 を10%ヤ ギ正 常血 清で処理 した . 次 に 1次
抗体を 4 ℃で 2 晩反応 させた . 1次抗体ほ ウ サ ギ抗 P G P 9.5 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 , ウ サ ギ抗 N S E ポ リク ロ ー ナ ル 抗体お よ び
ウ サ ギ 抗 N P Y ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た . 次に , 1000倍希
釈の F 汀 C標識 ヤ ギ 抗 ウサ ギ IgG 抗体を 2次抗体 と し て 使用
し暗室中で 1 時間反応 させ た . そ の 後 , 水 性封入 剤 ア ク ア テ ッ
ク ス (Mer ck, Dar m stadt, Ge r m a ny)で 封入 し, 共焦点 レ ー ザ ー
顕微鏡(L SM 41 0, Carl Zeiss, Gottinge n, Ger m any) 下に 観察 し
た ･ な お ･ 各反応 の 前後 に は P B Sで切片を十分に 洗浄 した . 共
焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 の 条件 と し て , レ ー ザ ー 光 は 波長 が
488n m の ア ル ゴ ン レ ー ザ ー を 使用 した . ス キ ャ ン 速度ほ8.65秒
と し , ピ ン ホ ー ル サ イ ズ 値 は 2 0 と し た. 画 像 サ イ ズ ほ
768×576ピ ク セ ル ま た は 512×512ピ ク セ ル と した . 画像 ア ベ
レ ー ジ ン グは 8回 と して 画像 を待 た .
7 . 電子顕微鏡的検討
全て の 実験群 で , 肝 の 摘出時 , 肝 覿織 の 一 部 を2.5% ダル
ク ー ル ア ル デ ヒ ド内で 細 切 し 1×1×1m m 大 の 観織片を作成し
た ･ 次い で , こ の 組織片を0.1%タ ン ニ ン 酸を 加え た2.5% グル
タ ー ル ア ル デ ヒ ド内で 2時間固定 した . そ の 後 , 15% 薦糖溶液
で24時間洗浄 し , 1 %四 酸化 オ ス ミ ウ ム で 1時間固定 した . 次
い で 塾の 如く エ タ ノ ー ル 系列 で 脱水後 , 100%酸化 プ ロ ピ レ ン
で 置換 し , エ ボ ン812に 包唾 した . 包哩 ブ ロ ッ ク よ り作成 した
1〟m 切片に ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染色 を行 い , 細胆管 , オ パ ー ル 細
胞あ るい ほ神経線維 の 観察 に 適当な部位を捜 した . そ の ブ ロ ッ
ク を ト リ ミ ン グ し , ウ ル ト ロ ト ー ム (2128ultroto m e, L K B,
Bro m m a, Sw ede n) に て 超薄切切片を作成 し, 酢酸 ウ ラ ニ ー ル
と鉛の 二重染色 を行 い , H-300型電子顕微鏡(日立 製作汎 東
京) で観察 した .
8 . 免疫電 子顕徽鏡 に よ る検討
全て の 実験群 で 2毎 m の 凍 結肝切片を , 0,3% 過酸化水素水
添加メ チ ル ア ル コ ー ル 液 中に 1時間置き内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー
Fig･1･ M icro s c opicfinding of pr olifer ativ epatter n ofthe bile du ctule s a nd o v alc e11s･ (A)BiIe du ctulespr olifer atio n oftheliv er
for42 days afte r c o m m o nbile du ctligatio n･ Note e xte n siv eprolifer atio n of bile du ctule s a nd briding fibr osis-1ike ap pe are n ce･
(B) Bile du ctula r epitherialc ells c om po sed of c uboidal c ells･ (C) Ov alc ells pr olifer atio n ofthe liv erfor42days afte r3
･
-M D AB
fe eding･ Note e xte n siv e prolifeI atio n of o v alc e11s a nd so m e of the m show bile du ctula rfor m atio n. (D) Ov al c ells had srna11
































































ゼ を失宿さ せ た . 次 い で , 非特 異的結合反応を 防止す る た め
10%ヤ ギ 正 常血 清 で 1時間処置 した ･ 次 い で , 1次抗体と して
p GP 9.5 抗体を24時間反応 させ た . 次 い で , ビ オ チ ソ 化ヤ ギ 抗
ウサ ギ 抗体 を 1 時間反応 させ , A B C溶液 と 1 時間反応 軋
0.03% 過酸化水素添加 D A Bで 発色 きせ た ･ そ の 後 , 1%四 酸
化オス ミ ウ ム で 1時間固定後 , エ タ ノ
ー ル で 脱水 乳 酸化 プ ロ
ビ レ ソ で置換 し, エ ボ ン 樹脂に 包壇 した . そ の 後 , 1J上m 切片を
作成 し トル イ ジ ン ブ ル
ー 染色を行 い , P GP 9■5 陽性神経線維 の
観察に 適切な部位を ト リ ミ こ/ グ し, 上 述 の 電子 顕微鏡 と同 じく
超薄切切片を作成 し∴杵300型電 子顕微鏡 に て観察を行 っ た ･
成 績
Ⅰ . 病理 組織学的所見
1 . 細胆管お よ び オ パ ー ル 細胞の 増生と そ の 形態像
1) 対照群
経過観察期間中に , 細胞管増生や オ バ ー ル 細胞の 出現 は み ら
れなか っ た .
2) 総胆管結集群
細胆管の 増生 が結染後 7 日目で み られ た . つ ま り , 増生細胆
管ほ比較的小型 の 立 方上 皮 よ りな り , や や 不 整な管腔を有 し,
主に 門脈城辺綾部 に 出現 した . 細胆管 の 増生域 は t 結紫後の 経
過と とも に 徐 々 に拡大 し, 14 日 目以降ほ細胆管増生 の た め 拡大
した 門脈域が架橋す る よ うにな り , そ の 範囲ほ経過 と共に徐々
に増大 し, 42 日目に は , 肝実質は 細胆管増生域の た め分断 され
肝硬変様 と な っ た (図1 A, B). な お , 細 胆管 の 増生 に と もな
い , そ の 周 囲に は 線維性結合絨(毛細血管を含む)の 増生が種 々
の程度に み られ ∴経過 とと もに や や 増加 した . な お , 小葉 間胆
管, 隔壁胆管 , 肝 内大型胆管を有す る門脈域で は , 胆管腔 の 拡




- M D A B投与群
オ パ ー ル 細胞は ク ロ マ チ ン に 富む核 を 有する , 小型 の 円形な
い し楕円形の 細胞で , 管脛構造が 不 明瞭な細胞群 と して観察 さ
れた . 3
'
-M D A B投与後 7 日 目で ほ , 門脈域周囲 に ご く僅 か に
オパ ー ル 細胞が 観察 され る の み で あ っ た . 14 日目 以後 よ りオ
パ ー ル 細胞 は小葉辺縁部で徐 々 に 増加 した . 投 与後21 日 目に
は▲ オ バ ー ル 細胞 の 増生域内に , 管腱 を有す る細胆管の･増生巣
も出現する よ うに な っ た . 42 日 目に は , オ パ ー ル 細胞増生の た
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Fig･2･ Cha nge s of AgN O Rs-PO Sitiv e n u mber a･ftertr e atm e-
nt･ Valu e s arel支 ±S E(n = 3). [ユbile ductligatio n r ats
gr o up ;○, 3
'
- M D A B fe eding r ats gr o up; △, C Ontr Olr ats
grO up.
状に 取 り巻 く オパ ー ル 細胞の 増生が み られ た ( 図1 C. D). 増生
した オ パ ー ル 細胞の 周囲に も線椎性結合織が み られ た が , 上 述
の 細胆管増生領域に 較べ る と軽度であ っ た . な お ∴総胆管結衆
評に み られ た 門脈域や胆管系の 変化 ほ み られな か っ た .
‡ . 細胆管およびオ バ ー ル細胞の細胞動態
1 . 対照群
正 常の 細胆管お よび 小型小葉間胆管 に お い て 経過観察中に
AgN O Rs 数, Brd U標識率, P C N A LIの い ずれ の 指標の 値 に お
い て も有意な変動はみ られ な か っ た . つ ま り , AgN O Rs 数は t
経過 観察中, 平均値 1.70～ 1.81の 値を 示 した ( 図2). Brd U標
識率 は , 経過 観察中 , 平 均値 6.l ～ 6.6 の 億を 示 した (図3)
P C N A LI ほ, 経過観察中, 平均値 4.9～ 5.4 の 値 を 示 した (図
引E=
2 . 総胆管結染群
増生細胆管で の AgN O Rs 数, Brd U標識率 , PC N A LI はい
ずれ の 指標に お い て も , 7 日目で 最 高値 とな り , 以後漸減 した
が , 対 照 群 に 比 し , 持 続 し て 高 値 を 示 し た . つ ま り ,
AgN O Rs 数 は ∴結染後 7 日目に平均値2.20と 最高値 とな り以
後漸減 した . な お , 35 日目に は , 平均値1,72 と な り, ほ ぼ対照
群 と同様 の 値と な っ た (図2). Brd U標識率 は , 結集後 7 日 目 で
平均値12,3 と最高値 と な り以後漸減 した . 対照群に比較す ると
高値 を と り 続け , 42 日目 で は 平均値7. 7で あ っ た ( 図3).
P C N A LI は, 結染後 7 日目で 平均値25.0 と最高値を な り , 以後
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Fig. 3. C ha nge s of Brd U-PO Sitiv e r atio afte r tr e atm e nt.
Valu es a re支 士S E(n = 3). [ユbile du ct ligation r ats
gro up; ○, 3
'
-M D A B feeding r ats gro up ; △ , C O ntr Ol




































0 7 1 4 21 2 8 35 4 2
Fig. 4･ Changes of P C N A LIaftertr e atm e nt･ Valu e s are
豆 土SE (n = 3). □, bile du ct ligatio n r ats gr oup; ○,
3
'
- M D A B fe eding rats gro up ;△, C O ntr Olrats gro up･
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平均値7.4 であ っ た (図4).
3 . 3
'
-M D A B投与群
増生す る オ パ ー ル 細 胞 で ほ , AgN O Rs 数 , Brd U 標識率 ,
P C N A LIの い ずれ の 指標 に お い て も 3
'
-M D A B投与後 7 日目 で
最高値となり , 以後21 日目ま で高値 をと っ た . 28 日目以後 で は
漸減 し た が , 対 照 群 に 比較す る と 持続 して 高値 を 示 し た .
AgN O Rs 数 は , 投与後 7 日 目で平均値2.27と最高値 とな り , 以
後や や 漸減 した が 対照群と比較す る と高値を と り続け , 42 日 目
に は平均値2.00 であ っ た (囲2). Brd U標識率 ほ , 投与後 7日 目
で 平均値17.8 と最高値 とな り , 以後漸減 した が 対照群 と比較す
る と 高値を と り続け , 42 日目に ほ平均値10.7 であ っ た (図3).
P C N A LI は! 投与後 7 日目で 平均値25.0 と最高値 とな り , 以後
漸減 した が対照群 と比較す る と高値 を と り続け , 42 日 日に は ,
平均値15.1 であ っ た (囲 4).
Ⅲ . 神経線推の 免疫染色
一 般 的な神経線維 の マ ー カ ー と し て知 られ て い る P G P 9.5
陽性神経線稚 と N S E陽性神経線椎の 群 , 神経 ペ プ チ ドと して
認識 され て い る N P Y陽性神経線経 と S P陽性神経線維 の 臥
そ れ に シ ュ ワ ン 細 胞が 陽性 と な る S-100陽性神経線維群と に 分
類 し述 べ る .
1 . P G P 9.5 陽性神経線維 , N SE 陽性神経線維 の 分布
1) P G P 9.5 陽性神経線維
経時的変化を表 2 に 示 した .
i . 対照群
P G P 9.5 陽性 の 太 い 神経線維 は , 門脈域内の 結合組織内に 分
布 して お り , 細 い 神経線維 は 一 門脈壁 , 肝動脈壁 卜 胆管周囲を
ネ ッ ト ワ ー ク を 形成す る よう に 分布 して い た . 細い 神経線椎に
ほ 連珠状の バ リ コ シ テ ィ が み られ た (図5 A). ま た , 門脈域 に
E
Fig.5. lmm u n ohisto che mic al staining of P G P 9･5･ (A) and
(B) Liv e rfro m a c o ntr oI subje ct･ (A) P G P 9･5-pO Sitiv e
n er v efibe rs e xist n e arthe po rtal v ein, hepatic artery and
bile du ctin the portaltr a ct sho w ed by arr o w s･ (B)In the
po rtal v ein w au, P G P9･5TpOSitiv e n erv efiber s e xist a nd
s ee m ed to elo ngatein the hepatic par e n chym a sho w ed
by
a,r ｡ W S. (A) a nd(B) Note v a ric ositiesin thin fiber s■ (C)
Liv erfr o ma bile du ctligatio n s ubje ctfor 42 daysI P G P
9.5-pO Sitiv e n er v efibersde cr e a s e･ (D) a nd(E)Liv er fro m
a 3
,
-M D A B fe eding subje ct for 42 days･ (D) P GP
9.5-pO Sitiv e n er v efiber s e xist in the portaltra c
ts sho wed
by arro w s▲ (E)a nd P G P9･5-pO Sitiv e n er v efibe rsdistribut
-
ed inthe o v al c ells prolife rating ar e a sho w ed by arr
o W S一
(A) a nd (B), ×400; (C), (D) a nd (E), ×1 60･ A･ hepati
c






























































































































































































































接する肝実質内に , 神経線維が , 僅 か に の び 出し
て 分布す る像
もみ られ た (図5 B)■ 経時的な観察で神経線椎の 分布 に 変化 は
みられ なか っ た .
ii. 総胆管結染群
結集後14 日 目 まで は神経線維の 分布や密度ほ対照群 と同様 で
ぁ っ た . 21 日目以降ほ徐 々 に , P G P 9･5 陽性神経線維の 密度 お
よび神経線維 の バ リ コ シ テ ィ ほ減少し , 42 日目に な る と , 肝内
大型胆管 レ ベ ル の 門脈域に 太い 神経線維が み られ る の み とな っ
た (図5C). な お , 細胆管増生域 で ほ ▲ 全経過 を 通 じて P GP
9.5 陽性神経線椎 の 分布は み られ なか っ た ･
iii. 3
'
-M D A B投与群
神経線椎の 分布や密度は対照群と ほぼ 同様 で あ っ た ･ 総胆管
結染群で み られ た , P G P9.5陽性神経線維の 密度や神経線維の
バ リ コ シ テ ィ の 減少はみ られ なか っ た ( 図5 D)▲ 35～ 42 日 目の
オ バ ー ル 細胞増生域に ∴細い P G P 9･5陽性神経線経 とバ リ コ シ
テ ィ が分布す る像 を認め た が (図5E), こ の 像は28日 目 ま で ほ
Table2. Distributio n a ndde n sity of P G P 9.5
-pOSitiv e n er v efibers
Liv ertis s u e cla ssified by
bile du ct size
De nsity of P G P 9.5
-POSitiv e n erv efibe rs o nday
Gr o up O 7 14 21 28 35 42
Portaltr a cts c o ntaining
intr ahepaticlarge bile du ct
Portaltr a cts co ntaining
S ePtal bile du ct
Portaltra cts c o ntaining
Control ≠
B D L ≠
3
'
- M D A B ≠
C8 ntrOl ≠
B D L ≠
3
'
-M D A B ≠
Co ntr ol 十
intralob ular bile du ct B D L +
3
'
- MD A B +
Fo ci of bile du ctule s a nd
o v alc ells
Co ntr ol (-)
B D L (-)
3
'
-M D A B (- )
≠ ≠ ≠ ≠ ≠ ≠
廿 廿 廿 + + 士
≠ ≠ 廿 ≠ 廿 ≠
≠ ≠ ≠ ≠ ≠ ≠
廿 ≠ 廿 + 土
≠ 廿 ≠ ≠ 廿 ≠
+ + + + + +
+ + 士 士
+ +. + + + +
(- ) (- ) (- ) 卜) (- ) (- )
士 +
Co ntrol, Sha m oper ated gro up ;B D L, C O m rn O nbileligated gr o up;3
,
-M D A B･ 3
'
- m ethyl-4-dia myn o a z obe n z e n e
fed gr o up.
3c as e s e v alu atedin e a ch gro up ･ 軋 f airly n u m ero u s; 十･ m Oderate; 士 , a fe w;
-
･ missing;(- )･ n O
a vai1able a re a.
Table3. Distributio n a nd de n sity of N S E
- pO Sitiv e ner v efibers
Liv ertis s u e cla ssified by
bile du ct size Gro up O
Portaltra cts c o ntaining
intrahepaticlarge bile du ct
Portaltracts c o ntainlng
S ePtal bile du ct
Po rtaltr a cts c o ntaining
intr alobularbile du ct
Fo ci ofbile du ctules a nd
o v aI ce11s
De n sity of N S E-pO Sitive n er v efibers o nday
7 14 21 28 35
Co ntrol ≠
B D L ≠
3
'
一 M D A B ≠
Co ntrol +
B D L +
3
'
-M D A B +




一 M D A B +
Co ntr ol (-)
B D L (一 )
3
′
_ M D A B (- )
≠ ≠ ≠ 廿 ≠
廿 ≠ ≠ 廿 廿
≠ ≠ ≠ ≠ ≠
+ + 十 + 十
+ 十 + + +
+ + + + +
+ 十 + + +
+ 十 十 + +
+ + 十 + +
(- ) (- ) (













co ntr ol, Sha m oper ated gr o up; B D L, CO mm O nbile igated g
ro up;3
･
- M D A B･ 3
J
- m ethyl ヰdia myn o aヱObe nz e n e
fed gr o up.
3c as e s e v alu ated in e a ch gro up . 廿, f airly n urn ero u s; +･ m Oder ate; 士･ a fe w;
-
･ missing;(-), n O
a v ailable ar e a.
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認め られ な か っ た .
2) N S E陽性神経線維
経時的変化を表3 に 示 した .
i . 対照群
N S E陽性神経線維 は , 門脈域の 脈管周囲 の 結合織 内に 分布
し, 僅か に バ リ コ シ テ ィ もみ られ た . 経時的な 変化は み られ な
か っ た (図6 A).
ii. 総胆 管結集群
神経線維の 分布や密度は対照群 とほこぼ 同様 で あ っ た . 28 日目
以降に な る と細胆管増生域内に細 い N S E陽性神経線維の 分布
が み られ る よう に な っ た (図6 B). な お , 28 日 目以前 に は 細胆管
増生巣で N S E陽性神経線椎ほ認め られ なか っ た .
iii. 3
'
-M D A B投与群
NSE 陽性神経線維 は 一 対照 群と 同様に 門脈域 の 脈管周囲 の
結合織内に 分布 して い た が , 経時的な変化は み られ な か っ た .
な お , オ パ ー ル 細胞増生域内に N S E陽性神経線維 の 分布ほ み
られ な か っ た .
2 . 神経 ペ プ チ ド含有神経線維(N P Y お よ び S P陽性神経線
維) の 分布
1) N P Y陽性神経線維
経時的変化を表 4に 示 した .
i . 対照群
N P Y陽性の 太い 神経線維 ほ , 門脈域内の 結合織 内に 分布 し
て お り, 細 い 神経線維は , 門脈壁 , 肝動脈壁 , 胆管周囲を ネ ッ
ト ワ ー ク を 形成す る よう に 分布 し所 々 で神 経線維 に バ リ コ シ
テ ィ が み られ た (図7 A).
ii. 総胆管結染群
N P Y陽性線維 は , 対照群と 同様 に 門脈域の 脈管周囲 の 結合
織内に ネ ッ ト ワ ー ク を形成する よ うに 分布 して い た が , 21 日目
以後 でほ 小葉間胆管 の レ ベ ル の 門脈域 よ り神経線維や バ リ コ シ
テ ィ ほ徐 々 に 減少 した (図7B). な お , 細胆管増生域内に は 全経
過 を通 じて N P Y陽性神経線推は認め られ なか っ た .
B
Fig･ 6･ Im m u n ohisto che mic al staining of N S E. (A) Liver
fr o m a c o ntr oIsubje ct. N S E- pOSitiv e n er v efibe rs e xistin
the portaltr acts show ed by arr o w s. Not e afe w v aric osiト
iesin thin fibers. (B) Liv erfro m abile ductligation
S ubje ctfor42 days. N S E-pO Sitive n erve fibersdistributed
in the bile du ctule s pr olifer ating ar e a sho w ed by arr o w s.
(A), ×320;(B), × 400. A, hepatic arte ry; B, bile du ct;P.
portal v ein .
Table4. Distributio n a nd de n sity of N P Y
-pO Sitiv e n er v efibers
Liv ertiss u e cla ssified by
bile du ct siz e
De n sity of N P Y-pO Sitiv e n er vefibe rso nday
Gr oup O 7 14 21 2835 42
Portaltra cts c o ntaining
intrahepaticlarge bile du ct
Po rtaltr a cts c o ntainlng
Septal bile du ct





-M D A B ≠
Co ntr ol +
B D L +
3
'
-M D A B +
Co ntr ol +
intralobula rbile du ct B D L +
3
'
-M D A B +
Fo ciof bile du ctules a nd
o v alc ells
Co ntr ol (- )
B D L (- )
3
'
- M D A B (- )
1十 ≠ 廿 ≠
廿 廿 廿 +
廿 ≠ 廿 ≠
+ + + +
+ + + ±
+ + + +
+ + + +
十 + 士 士
+ + + +









(- ) (- )
CorLtr Ol･ Sha m
.
operated gTO uP; B D L･ C O m m O nbileligated gr o up;3
'
-M D A B, 3
'
- m ethyl-4-dia myn oa z obe nz e n e
fed gr o up.


















































































































































- M D A B投与群
NP Y陽性線維 ほ l 対照群と 同様 に 門脈域 の 脈管周田 の 結合
線内に ネ ッ ト ワ
ー ク を形成す るよ うに 分布 して い た ･ 総胆管結
染群で み られ た 経時的な N P Y陽性神経線維 の 減少は み られ な
か っ た . な お , オ バ
ー ル 細胞増生域内 に ほ 全経過 を 通 じ て
N PY 陽性神経線維 は認め られ なか っ た ･
2) S P陽性神経線維
経時的変化を表 5に 示 した ･
i . 対照群
sp陽性神経線維は , 門脈域内の 結合阻織内に散在性 に 分布
して い た が , 脈管壁 に ネ ッ ト ワ
ー ク状 に 分布す る細い 神経線維
やバ リ コ シ テ ィ は み られ なか っ た ( 図8)■
ii. 総阻 管結梨群
SP陽性神経線維ほ l 対照群 と同様 に , 門脈域内の 結合敵織
に 分布 して い た が , 経時的変化 ほ み られ な か っ た ･ な お , 増生
A
細胆管領域に は全経過を通 じて S P陽性神経線推は認め られ な




S P陽性神経線維は , 対照群 と同様に 門脈域内の 結合紅織に
分布 して い た が , 経時的な 変化 は み られ な か っ た ･ な お , オ
パ ー ル 細胞増生域 に ほ 全経過を通 じて S P陽性神経線維 は認め
られ な か っ た .
3 . S-1 00陽性神経線維(シ ュ ワ ン 細胞)の 分布
1) S-100陽性神経線維
経時的変化を表 6 に 示 した .
i . 対照群
S-100陽性神経線椎ほ , 肝 内大型胆管 , 隔壁胆管 レ ベ ル の 門
麻域内の 結合組織内に , 太 い 神経線継 が分布 して い た ･ しか
し, 門脈壁や肝動脈壁に ネ ッ ト ワ
ー ク 状に 分布す る細 い S-1 00
陽性神経線維や バ リ コ シ テ ィ はみ られ な か っ た (図9 A)･
Fig, 7. Im mu n ohisto che mic alstaining of N P Y･ (A)Liv erfro m a c o n
troIs uiect･ N P Y-POSitiv e n er v efibe rs e xist n e arthe portal
v ein , hepatic artery a nd bile du ctule sin the portal
tra cts sho w ed by a rr o w s･ Note v arico sitie sin thin f
ibers･ (B)Liv erfro m a
bile du ctligatio n s ubje ctfor 42 days･ N P Y-POSitiv e n erv efibersde cre a s ein the portaltr a ct sho w e
d by arr o w s･ (A)･ × 320;
(B), ×264. A, hepaticartery; B, bile du ct ;P, pOrtal v ein ･
Table5. Distributio n a nd de n sity of S P
-pO Sitiv e n er ve fibe rs
Liv e rtiss u e clas sified by
bile du ct size
Portaltr a cts c o ntaining
intr ahepatic large bile du ct
Po rtaltra cts c o ntaining
septal bile du ct
Portaltra cts c ontaining
intralobularbile du ct
Fo ciof bile du ctule s a nd
o v alc ells
De n sity of S P- PO Sitiv e n er v efibers on day






-M D A B +
Co ntr ol +
B D L +
3
'
-M D AB +
C8 ntr Ol +
B D L +
3
'
-M D A B +
Co ntrol (-)
B D L (- )
3
'
-M D A B (- )
十 十 + +
+ + + +
+ + 十 +
+ + + +
+ + + +
+ 十 + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +











(- ) (- )
co ntrol, Sha m operated gr o up ;B D L, C O m m O nbileligated g
r o up ;3
,
-M D A B･ 3
,
- m ethyl
-4-dia myn o az obe n ヱe n e
fed gro up.
3c a se se v alu ated in e a ch &rO up. + , m Oderate; 士, a few ;
-
･ missing;(- )r n o a vai1able a re a･
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ii. 総胆管結染群
S-100陽性神経線維 は , 7 日～ 1 4 日 目 まで ほ対照群と同様に ,
肝 内大型胆管, 隔壁胆管 レ ベ ル の 門脈域内の 結合織内に , 太い
神経線経と して み られ た . しか し , 21日 目以降の , 隔壁胆管 レ
ベ ル の 門脈域 で は , S-1 00陽性神経線維の 密度は減少 し, 4 2 日
目 の もの で は S-100陽性神経線維ほ殆 ど認め られ な か っ た ( 図
9 B). な お , 細胆管増生域に は 全経過を通 じて S-100陽性神経
線維ほ認め られ な か っ た .
i出. 3
'
-M D A B投与群
S-100陽性神経線維は 一 対席群 と同様に , 肝 内大型胆管 ! 隔
壁腹管 レ ベ ル の 門脈域内の 結合織内に , 太 い 神経線経 と して み
られ た . しか し , 総胆管結染群 に み られ た よ う に , 経 時的 な
S-1 00陽性神経線維 の 減少ほ み られ なか っ た (図9C). な お , オ
バ ー ル 細胞増生域内に は 全経過を通 じて S-10 陽性神経線維は
認 め られ な か っ た .
Fig･ 8･ Im m u n ohisto chemic alstaining of S P. Liv erfr o m a
C O ntrOI s ubje ct. S P-PO Sitiv e n er ve fiber s e xist in the
portal tr a cts sho w ed by arr o w s. × 320. A, hepatic
artery; B, bile du ct; P, POrtal v ein .
Ⅳ . 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡に よ る検討
P G P 9･5, N S E, N P Y陽性神経線稚 の 分布を , 共焦点 レ ー ザ _
顕微鏡 を用 い て 観察 した ･ い ずれ の 神経線維 に 関 して も, 免疫
染色後光学顕敏鏡下 で観察 した 場合と比較 して よ り微細で 明確
な 神経線維 の ネ ッ ト ワ ー ク お よ び神経線推 の バ リ コ シ テ ィ が観
察され た が , 基本的に ほ 陽性神経線維 の 分布 と密度は , 上述し
た免疫染色と同様であ っ た .
1 . PGP 9.5 陽性神経線椎
1) 対席群
P G P 9･5 陽性の 太い 神経線維 は 一 門脈域内の 結合組織内に 分
布 して お り , 細 い 神経線維は , 門脈 軋 肝動脈壁 卜 胆管周囲を
ネ ッ ト ワ ー ク を 形成する よ う に 分布 し神経線維 に は バ リ コ シ
テ ィ が み られ た ( 図10 A). P G P 9･5 陽性線維の 経時的な変化ほ
み られ な か っ た .
2) 総胆管結染群
P G P 9･5 陽性神経線維 の 分布は結染後14日 目 ま で は対照群と
同様の 分布 がみ られ た . しか し , 21 日 目以降 は徐 々 に , PG P
9･5 陽性神経線維 の 密度 お よび バ リ コ シ テ ィ の 減 少が み られ ,
42日 目に な る と , P G P 9.5 陽性神経線維 ほ肝内大型胆管 レ ベ ル
の 門脈域 に み られ るの み と な っ た (図iOB). な お , 細胞管増生
域に ほ全経過を通 じて 分布する P G P 9.5 陽性神経線維 は み ら
れなか っ た .
3) 3
'
-M D A B投与群
対照群と同様 に , 主 に 門脈域内に 神経線維の 分布が み られ ,
そ の 神経線維の 密度ほ単開腹群 とほ ぼ同様であ っ た . 総胆管結
染群 で み られ た よ うな , P G P 9.5 陽性神経線維の 密度や神経線
稚の バ リ コ シ テ ィ の 減少 ほみ られ な か っ た , 更に , 35～ 42日目
の オ パ ー ル 細胞増生域 に , 細 い PGP9.5陽性神経線維 の 分布が
み られ た (図 1 0C).
2 . N SE 陽性神経線維
1) 対照群
N S E陽性神経線維ほ , 門脈域の 脈管周 囲の 結合織内に 分布
Table6. Distributio n a nd de n sity of S-1 00-PO Sitiv e n er v efiber s
Liv e rtiss ue cla ssified by
bile du ct siz e
De n sity of S-100-PO Sitiv e rler V efibe rs o nday
Gr o up o 7 14 21 28 35 42
Portaltra cts c 8 ntalnlng
intr ahepaticlaTge bile du ct
Portaltracts c o ntainlng
S ePtal bile du ct
Pcrrtaltr a cts co ntaining
Co ntr ol + +
B D L + +
3
'
- M D A B + +
Co ntr ol + +
B D L + +
3
'
- M D A B + +
Co ntroI
irltralobula rbile du ct B D L
3㌧M D A B
Fo ci of bile du ctules a nd












Co ntr ol (- ) (-) (- ) (- ) (- ) (- ) (- )
B D L (- )
3
'
-M D A B (- )
Co ntrol･ Sha m
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,
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NS E陽性神経線椎 は 一 対腰群と 同様 に 門脈域 の 脈管周囲
の
結合織内に 分布 して い た が , 28 日目 以降
に な る と細胆管増生域




Fig. 9. Im m u n ohisto che mic al staining of S-100･ (A) Liv er
fr o m a c o ntroIs ubject. A fe w S-100ppositiv e n er v efiber s
e xistin the po rtaltra cts sho w ed by a rro w s･ (B)Liverfr o m
a bile du ctligatio n s ubje ctfor42 days･ No S-1 00-PO Sitiv e
n er v efiber s e xistin the portaltr a cts. (C) Liv er sfro m a
3
'
-M D A B feeding s ubje ct for 42 days. A fe w S-1 00-
positive n er v efibers e xist in the portaltr acts sho w ed by
arr o w s. (A),(B) a nd(C), ×200. A, hepatic artery ;B, bile




N S E陽性神経線維は l 対照群と 同様 に 門脈域 の 脈管周囲 の
結合織内に 分布 して い た が , 経時的な変化は み られ なか っ た
･
な お , オパ
ー ル 細胞増生域に は全経過を通 じて N S E陽性神経
C
Fig.10･ F lu or es c e nt im m u nohisto che mic al
staining of P G P
9.5 u nder a c o nfoc al las er sc a n micr os c opic finding
･ (A)
Liv erfr ｡rn a C O ntrOI subject. P G P9･5-PO Sitiv e nerv e
fibe rs e xist n e arthe portal v ein, hepatic artery
a nd bile
ductsin the portaltr a cts･ Note v aric ositie sin
thinfiber s･
(B) Liv erfr o m a bile du ct li由tio n s ubje ct for42-days･
p G P 9.5-POSitiv e n er v efibe rsa nd n u mber
of v aric o sitie s
de cr e as e. (C) Liv e rfro m a 3
,
-M D A B fe eding subje ct･
p G P 9.5-PO Sitiv e n er v efiber sdistri･buted in the o v al c e1s
pr oIiferating ar e a･ (A)･ ×1 60;(B)a nd(C), ×400･
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線維 の 分布ほ み られ な か っ た .
3 . N P Y陽性神経線維
1) 対照群
N P Y陽性線椎は門脈域の 脈管周 囲の 結合織内 に ネ ッ ト ワ ー
ク を形成す る ように 分布 して い た (図12 A).
2) 総胆 管結染群
NP Y陽性神経線維ほ ∴対照群と同様 に 門脈域 の 脈管周囲の
結合織内に ネ ッ ト ワ ー ク を 形成する よ う に 分布 して い た が , 21
日 日以降小葉間胆管の レ ベ ル よ り神経線維お よび バ リ コ シ テ ィ
は徐 々 に 減少 した (図1 2B). な お , 細胆管増生域に ほ 全経過を
通 じて N P Y陽性神経線維の 分布ほ み られなか っ た .
3) 3
'
-M D A B投与群
N‡)Y 陽性線推は , 対照群 と同様 に門脈域 の 派管周囲 の 結合
織内に ネ ッ ト ワ ー ク を 形成す るよ うに 分布 して お り , 総腸 管結
紫群で み られ た よ うな 経時的な神経線維や バ リ コ シ テ ィ の 減少
は み られ なか っ た . な お , オ パ ー ル 細胞増生域に ほ全経過 を通
じて N P Y陽性神経線維の 分布 ほみ られな か っ た .
B
Fig .11. Flu or es c e nt irn m u n ohisto che rnic al staining of N S E
u nder a c o nfo c a1 1a s er sc a n micr o sc opicfinding. (A)Liv er
fr o m a c o ntroIs ubje ct. N S E-POSitiv e n er v efibe rs e xistin
the portal tr a cts. Note v aric o sitie sin thin fibe rs. (B)
Liver from a bile du ct ligatio n s ubje ct fo r 42 days .
N SE-pOSitiv e nerve fibersdistributed in the bile du ctules
pr olife rating ar e a. (A), ×160;(B), ×400.
Ⅴ . 透過電子顕微鏡所見
各実験群 で , 門脈域の 小型胆管や 細胆管 , また 増生細胆管や
増生 した オ パ ー ル 細胞周 囲の 結合織 札 小血管 お よび そ の 近傍
の 間葉系細胞の 近傍に 神経線維 が観察され た . 神経線稚ほ l 無
髄神経線経 で シ ュ ワ ン 細胞に 囲ま れて存在 して い た . な お , 有
髄神経ほ l 今回 の 検索で ほ 観察 され な か っ た . ま た , 各実験群
で , 脈管 内皮や 胆 管上 皮 , ま た 肝細胞に 接 L た周囲に 神経終末
を観察す る こ とが で きな か っ た . ま た , 変性 軸索も観察 されな
か っ た ･ (図 13 A, B, C)･ なお , 各実験群 で 経時的に , 神経線
維 の 消失は観察 され な か っ た .
Ⅵ . 免疫電子顕微鏡所見
免疫電子顕微鏡 に て , P G P 9.5 陽性神経線椎は t 神経線推そ
の もの が電子密度 が高 い 線維成分 と して 観察 され た . こ の 反応
陽性物質 は神経線椎 に び 漫性 に 分布 し て い た . 陽性 神経線維
ほ , 各実験群 で 経過を通 じて門脈域 の 胆管周囲, 脈管内皮や 周
皮細胞 の 近傍 に 観察 され , 陽性 神経線維 の 消失ほ 認め られ な
か っ た . (図14 A). また/オ バ ー ル 細胞増生巣内に 陽性神経線
B
Fig. 12. Flu or e sc e nt im m u n ohisto chemic al staining of NP Y
u nder a c o nfo c al las er s c a n micr os c opic finding. (A)Liv er
fro m ac ontroI s ubje ct. N P Y-pOSitiv e n erve fibers e xist
n e arthe po rtal v ein, hepatic artery and bile du cts in the
portaltr acts. Note v aric o sitie sin thin fiber s. (B) Liv er
fr o m abile d･u Ct ligatio n s ubje ctfor42 days. N P Y-pOSit-




































































































































































Fig･13. EIe ctr o n mic ro s c opIC 壬inding. (A) Liv erfr o m a
CO ntr OIsubject. (B)Liv erfr o m abile du ctligatio nsubje ct･
(C)Liv erfr o m a3'-M D A B fe eding s ubje ct. Ne ur o nfiber s
Sho w ed by arr o w sdete ctable du ring the e xperim e nt
periods. (A), ×2000;(B), ×40 0;(C), ×50 00. B, bile
du ct;P, pOr a,tlvein.
B
Fig.14. Im m u n o ele ctr o n micro sc opic finding･ (A)Liv e rfro m
a c o ntr oI subje ct. (B) Liver fr o m a3
'
- M D A B fe eding
s ubje ct. P G P 9.5-pOSitiv e n er v efiber s obs er v ed by high
ele ctro nde n sity objects sho w ed arr o w s. (A), × 4000;(B),
× 2000.
椎 ほ僅か に 観察され た が (図14 B), 細胞管増生巣に は 観察 され
な か っ た .
考 察
種々 の 胆道経疾患 に おい て 門脈域内およ び そ の 辺縁掛 こ細胆
管の 増生が出現 し, 肝 の 病態に 深く関連す る こ と が知 られ てい
る . 特に 肝外胆管閉塞や 胆管結石 な どの 胆汁う っ 滞性疾患で
は , 経過の 遷延化 ととも に 門脈域周囲の 線維化が進行 し , 最終
的 に 胆汁性肝硬変に 至る が , こ の 過程 で細胆管増生が重要な役
割を担うと され て い る . こ の 細胆管増生機序 と病態を解明する
た め に , 動物を用 い た 種々 の モ デ ル が 開発 され , 用 い られ て き
た 冊 ) . っ ま り Slot ら ば) , ラ ッ ト総 胆管結染モ デ ル で , 総胆管
結梨後に D N A合成 に 関連す る重水素標識 チ ミ ジ ン を ラ ッ トに
注射 し, そ の 肝細胞 お よび胆管上皮細胞 へ の 分布 をオ ー トラ ジ
オ グ ラ フ ィ を 用い て検討 し, さ ら に 結染 した総胆管に チ ュ ー ブ
を 挿入 し胆道内圧を測定する こ と に よらて , 胆管 内圧と細胆管
増生と の 関連性を検討 した . その 結果 ∴細胆管増生ほ , 主に 既
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存の 細胆管, 小型胆管が延長 した もの で , 胆管内圧 の 上 昇が ,
胆管増生の 直接 の 引き金に な る と報告 した . また , 増生細胆管
の 細胞動態に関 して Tra cy ら ば) , ラ ッ ト総胆管結染 モ デ ル で
ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト解析を 用 い て m R N Aの 発現を 検討 し ∴総胆
管結染後24時間で H-r a.S, C
- m yC な どの 増殖困子の m R N Aの シ
グナ ル が増加す る こ と を報告 した . ま た , 細胆管増生 とそ の 微
小循環の 関与 に関 して Naka n oら ぼ
▲)
, ラ ッ ト 総胆 管結紫モ デ
ル で , 免疫艶織化学 , 透過電子顕微鏡, 走査電子顕微鏡 を用い
て紳胆管増生 と傍胆管毛細 血管網 と の 関連を 検討 した . つ ま
り , 細胞管増生は ま ず門脈城辺綾部 に み られ , 徐 々 に 拡 大 して
い く こ と , 新生 した 毛細血管網 が既存 の 傍胆管毛細血管網や類
洞と密に絡み合 っ て , 肝細胞と 既存 の 胆管も しくは新生 した 細
阻管 と の 微小循環 の 形成に関連 して い る 可能性を詳細 に 報告 し
た .
また , 発癌物質 で ある 3
'
一M D A B をラ ッ ト な どの 寄歯類 に 投
与す る と, 肝細胞癌 の 発生に先行 して , 卵円形 の 形態 で , 明調
な胞体量の 少ない 小型の 細胞 で幼弱 な肝細胞の 性格を部分的に
合わ せ 持 つ 胆 管上 皮細胞 で ある オ パ ー ル 細胞の 増生の み られ る
こ と が古く よ り知 ら れ て い る
‖卜13)
. っ ま り Ger m ain ら ば
1)
,
ラ ッ トに 3
'
- M D A Bを 投与す る と , 肝細胞 の 癌胎児蛋白で ある
ア ル フ ァ フ ェ トプ ロ テ ィ ソ (alpha-fetopr otein , AF P) が , 末梢
血 液中に増加 し, ま た 肝紅織で は A FP が オ パ ー ル 細胞 に 発現
す る と報告 した . ま た , Ev arts ら ば
5)
, オパ ー ル 細胞が 肝細胞
に分化す る可能性を報告 した . オ パ ー ル 細胞は光顕的に淡明な
胞体 を持 つ 卵円形細胞 と考え られて い るが , 電顕 的に は 胆管上
皮由来 と考え られて い る . De mpo らは
12)
, オ バ
ー ル 細胞 の 働き
は , 肝細胞 の 障害が高度で , 肝 細胞 が十分に自己修復, 再生で




の 様な役割を果 し , 肝再生に
関連する と考 えて い る . 特に , オ パ ー ル 細胞 の 酵素 パ タ ー ン
が , 未成熟 な胎児肝細胞 の も の と同様であり , い わ ゆ る
`
幹細
胞, で ある可能性 を示唆 して い る と報告 して い る . 門脈域周囲
に選択的 に オ パ ー ル 細 胞が み られ る こ と , 肝細胞 が障棄を受け
て い る こ と を 考慮 に 入 れ ると , そ の 起源は t 肝細 胞以外である
こ と が類推 され る .
最近 , 肝 内の 自律神経が肝の 生理 病態 に 深く関連す る こ とが
注目 され , 肝 内の 微小循環 , 糖代謝な どの 調節や 阻汁分泌 へ の
関与が 推測 され て い る . また , 神経線維は肝内の 正 常 お よ び病
的微小環境 の 形成 にも深く関連す る こ と が 知ら れ て い る . しか
しなが ら , 細胆管増生や オ パ ー ル 細胞の 発生機序や増殖や病態
の 調節 , 特に 周囲の 微小環境の 変化(神経支配)に関 して ほ , 未
だ解明されて い ない 点が 多 い . そ こ で 今 臥 細胆管増生 と オ
パ ー ル 細胞増生と そ の 微小環境, 特 に 神経支配 との 関連性を検
討 した . まず , こ れ ら細胞動態を検討 し, 次い で 神経支配の 関
与 に 関 して 検討 した . な お , 細 胞動態 の 検討 の た め に ,
AgN O Rs 数 と Brd U標識率と PCNA LIの 検討を 行 っ た ･
総胆管結梨群 で は組織学的所見で , 細胆管増生 が検索 した 7
日 目 よ り主に 門脈域の 周囲ある い は周辺部に み られ た . な お ,
細胞管増生に 伴 っ て 線椎性結合線の 増生が み られた ･ こ れ らの
病変 の ため 肝実質は14日目 か らは分断 され , 架橋す る様 に 細胞
管 お よ び オ パ ー ル 細胞が 増生 し, 42 日目に は 肝実質が結節様と
な り , 肝硬変様 とな っ た . 総胆管結梨群 では , 増生細胆管細胞
の AgN O Rs 数 , Brd U標識率 , P C N A LIは ‥ 胆道閉塞 の実験
の 全経過の 中で , 7 日目に 最高値を示 し二 14日目以降 ほ ▲■漸減
を示 した . こ れは 日 限管 閉塞に よ る胆管内圧 の 上 昇な どに よ っ
て , 細胞増殖能 が , 活性 化 さ れ て 細胆管 の 増生 が引き起 こ さ
れ ▲ 細胆管の 増生が起 こ っ た た め に , 胆管 内圧上昇が軽減した
た め に 増殖括性が漸減 した もの と考え られ る .
3
'
-M D A B投与群で は , 増生オ パ ー ル 細胞 の AgN ORs 数 ,
Brd U標識率 , P C N A LIは , 全経過の 中で 7 日目に 最高値を示
し , 14 日目以降 は漸減 を示 した も の の , 増生細胆管の それ に 比
し漸減の 割合 は緩 やか なも の で あ っ た . こ の こ と は ∴総胆管結
集群 とは 異な り 3
'
-M D A B投与群 で は肝細胞が持続的に 障害を
受け , オ バ ー ル 細 胞 の 増 生 が 生ず る と 考 え ら れ る . そ し て
3
'
-M D A B投与群の 場合 , 肝細胞 へ の 障害 は緩和 され る こ と な
く継続す るた め に , 増殖能の 減少は緩や か な もの に な ると考え
られた .
次に , こ れ ら の 細胆管や オ パ ー ル 細胞増生と神経支配 との 関
連性を検討 した . まず , 肝 内で の 神 経線維 の 分布 に つ い て述
べ
, 次い で 胆管 上 皮病変 と の 関連性 に 触れ る . PGP 9.5 ほ , 一
般的 で 免疫組織化学的に 汎用され る 神経内分泌 マ ー カ ー と考え
られ て い る
捕)
. 対照群で は P G P 9.5 陽性神経線維 ほ太 い 神経線
維 が門脈域内の 結合織内 に , 細 い 神 経線維 が門脈壁 , 肝動脈壁
お よ び胆管周囲を ネ ッ ト ワ ー ク を 形成する よ うに 分布 し, これ
らの 細 い 神経線稚 に はバ リ コ シ テ ィ が み られ た . 総胆管結集群
で ほ , 時間経過 と ともに , P G P 9.5 陽性神経線維 お よ び神経線
維の バ リ コ シ テ √ ほ減少 し, 42 日目には 肝内大型胆管 レ ベ ル の
門脈域内に 僅か に み られ る の み と な っ た . こ の 現象に 関 して 次
の こ とが 考え う る . 1) 手術時の 操作 に よ り神経を損傷 した た
め に , PGP 9.5 陽性神経線維の 消失が み られ た . 2) 総胆管結
射 こよ っ て 生 じた 生体内の 変化の 1 つ と して , P G P 9.5陽性神
経線維も しくほ P G P 9.5 その も の の 発現が 消失 した . 1) に つ
い て は , 対照群 でも , 総胆管 へ の 操作を 加えて お り, 手術時も
総胆管 の み を剥離切断 して い る こ と , ま た 次 に 述 べ る ように
N S E陽性線経 で ほ減少 ∴消失の み られな い こ と , 透過電子顕微
鏡所見よ り結染後42 日目の 総胆管結集群 に 神経線椎の み られ る
こ と , 神経変性 の 像が み られ ない こ と な どか ら否 定的 で ある.
おそ らく , 2) に 述 べ た よ う に神経線維 の 質的変化 , つ ま り
P G P 9.5陽性神経単独も しくほ P G P 9.5 の 発現 に 変化 を生 じた
と 考えられ る . P G P 9,5 陽性神経線維 の 作用 ほ l 十分 に は解明
され て ほ い な い が , 総胆管結染に よ り , 胆汁う っ 滞, 胆管内圧
上昇な どが生 じ, そ の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク と して P G P
9.5 陽性神経線維が消失 した 可 能性が考え られ る . す な わ ち ,
P G P 9.5 陽性神経線維は . 給胆管結染 と い う生体 の 刺激に 対し
て , 負の 関与を す る こ と が 示唆され る . また , 一 般的に 神経線
推そ の もの は 通過線経と されて い る の に 対 し, バ リ コ ー シ ティ




た が っ て I P G P 9.5 陽性神経 の 減少 に 伴 っ て 神 経線維の バ リ
コ ー シ テ ィ の 減少が み られた こ とほ 神経内分泌的なネ ガ テ ィ ブ
フ ィ ー ドバ ッ ク が作用 した こ とを 裏付け るもの か も しれ ない ･
一 方 , 柿 田 ら4T)は ヒ ト肝 内結石症 の 肝組織を検討 し, 線維性に
拡大 した 問質部 に P G P 9.5 陽性神経線維の 増加 が み られ たと
報告 して い る . こ の こ と ほ t P G P 9.5 陽性神経線維が線維化と
関係 して い る可 能性を 示 唆 して い る . 今 回検討 した総胆管結梨
群 に おけ る変化は急性の もの で , 細胆管 の 増生や線維性結合織
の 拡大 ほ肝内結石症で み られ るもの と 異な っ て い るた めに この
よ うな違 い がみ られた も の と考え られ る . 実 阻 柿田ら仰 の 報
告に よ る と , 長期に わ た り肝内結石症を隈患 して い る 患者の 肝
に 有意に P G P 9.5陽性神経線維が増生 して い る . 総胆管紡糸モ
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デル で は ▲ 42日 以上 の 生存率ほ激減す る た め長期 の 観察に ほ 問
題が多く長期 の 阻汁う っ 滞モ デル の 確立が 今後 の 課題 と考え ら
れる .
一 方 , 3
'
-M D AB 投与群 で は , P G P 9･5陽性神経線椎 の 密度の
減少や消失は み られ ず , 細胞増生の ピ
ー ク が 過 ぎた35～ 42 日目
の オ パ
ー ル 細胞増生域 に P G P 9.5 陽性神経線維 の 分布する像が
み られた . こ の こ とは , オ パ
ー ル 細胞の 増生に , P G P 9･5 陽性
神経線維 が い わ ば正の 関与 して い る こ とを 示 唆 して い る ･ 総胆
管結染群に おけ る細胆管増生と 3
'
-M D A B投与 ラ ッ ト モ デ ル に
おけるオ パ ー ル 細胞増生 は , 神経 分布 の 面か ら考え る と全く異
な っ た反応を する こ と が示 され た t
N S Eも免疫阻織化学的に汎用 され る 神経 内分泌 マ ー カ
ー の
一 つ と考 えられて い る 嘲 . 今回 の 検討 で , N S E陽性線維は 門脈
域の 脈管周田の 結合覿織内に分布 して い た ･ 総胆管結紫 軌
3
,
-M D A B投与群 で は , 門脈域で の N S E陽性神経線維 の 密度に
経時的変化ほ み られ なか っ た . しか し, 総胆管結染群で は増殖
の ピ ー ク が 過 ぎた28 日目 か ら細胆管増生域 に N S E陽性神経線
維の 分布す る像が み られ , 3
'
-M D A B投与群で は オ パ ー ル 細胞
増生域に ほ N S E陽性神経線維が 分布す る像 ほ み ら れ な か っ
た . こ の こ と は t ある程度の 経過 が進行 し , 増殖活性が お さ
ま っ た 細胞管増生領域 に おい て ▲ N S E陽性神経線維 が そ の 教
練環境 の 維持に 関与 して い る こ とを示 唆 して い る ■ オ パ
ー ル 細
胞増生域 でほ 随伴する結合織 の 量が 少なく t これ が N S E陽性
神経線維 が染色 されな い こ と に 関係 して い るの か も しれ な い ･
P G P 9.5 と NSE は, 一 般 的な 神経線維 マ ー カ ー と して 用 い
られて い るが , 先 に 述 べ た ように 総胆管結染群 で は , 経過 とと
もに P G P 9.5 陽性神経線維ほ減少 し, N S E陽性神経線維ほ増
加が み られ た . また , 3
'
- M D A投与群 で は , 経過と とも に P G P
9.5 陽性神経線維 は増加 し, 一 方, N S E陽性神経線維 は増机
減少は み られ なか っ た . こ の こ とか ら , 同 じよ うに 神経線維の
一 般的な マ ー カ ー と考 え られて い る P G P 9.5 陽性神経線経 と
N S E陽性神経線維 は , そ の 意義 が異 な る こ と を 意味 し て い る
の か も しれ な い .
N P Y は36の ア ミ ノ 酸 よ り な る ポ リ ペ プ チ ド で , 最 初 に
Tate m oto ら4
9
りこよ りブ タ の 脳 よ り分離 され た . そ の 生 理 学的






52)お よ び 神経内分泌の言剛粁3)な どが 知られ てい る ･ 対 照
群で は I N P Y陽性神経線維ほ太い 神経線維ほ門脈域内 の 結合
織内に , 細い 神経線維 は門脈壁 , 肝 動脈壁 お よ び 胆管周囲に
ネ ッ ト ワ ー ク を 形成する よ う に 分布 して い た . 総胆 管結魚群 で
は21 日目か ら小葉間胆管 レ ベ ル の 門脈域か ら徐 々 に NP Y陽性
神経線椎の 減少 がみ られ た . 3
'
- M D A B投与群で は , こ の よ う
な N P Y陽性神経線維の 減少 はみ られ な か っ た . な お , オ パ ー
ル 細胞 増生域 に N P Y陽性神経 の 分布 は み ら れ な か っ た ･
NP Y陽性神経線維は ∴総胆管結梨群で は P G P 9･5 陽性神経線
経と似た ような 分布を示すも の の , 3
'
-M D A B投与群で は P G P
9.5 陽性神経線維に み られ た ような オ パ
ー ル 細胞増生域 へ の 神
経線維の 分布は み られ なか っ た . M iyaz a w aら ば
g｣ ヒ ト の 慢性
肝炎に おい て , N S E陽性神経線維や NP Y陽性神経線維 が拡大
する門脈域 に増加す る が肝実質内で は減少す る こ とを 報告 して
い る . 今 回の N P Y陽性神経線椎の 分布を み る限 りで は , ヒ ト
とラ ッ トと の 違い を 考慮す る必要 は ある が , 総胆管結染群 ,
3
'
-M D A B投与群で は , 慢性肝炎時 に 起 こ る変化 と は 異 な っ て
い た , こ の こ とか ら , 肝疾患に対す る神経分布は様 々 な形態を
と る こ とが示 唆され る . N P Y はt 血 管収縮を抑制す る作用が
ある こ とが 知られ て お り ∴総胆管結共に よ る閉塞性肝障害に 対
して は t 血 管収縮抑制を抑制する ような 反応 , つ ま り血 流を減
少 させ る ような作用 が ある と考え られ た . 一 方 , 肝細胞発癌性
物質である 3
'
-M DA Bに よ る肝障害 に 対 しては N P Y陽性神経
線椎は関与 しな い こ と が示 唆され た .
S Pほ 神経線維に み られ る ペ プ チ ドで , 神経の マ ー カ ー と 考
え られ て い る
54)
. 対照群 で は , SP 陽性神経線維 は門脈域内の 結
合織内に 散在性に 分布 して い た . 総胆管結染群や 3
'
-M D A B投
与群 で も対照群と同様の 分布 を 示 し経時的 な変化は み られ な
か っ た . こ の こ と は , S P陽性神経線維 ほ , 総 胆 管結紫 や
3㌧M D A B投与に よ る肝の 変化に は 関与 しない こ とが 示 唆さ れ
た .
一 方 , S-100陽性神経線維は肝内大型胆管 , 隔壁胆管 レ ベ ル
の 門脈域内の 結合組織内に 分布 して い た . 総胆管結梨群 で は .
S-100陽性神経線推 は , 21日目か ら減少 し42 日 目に ほ ほ と ん ど
み られなく な っ た . 3
1
-M D A B投与群で ほ t S-100陽性神経線維
の 経時的な減少ほ み られ な か っ た . な お , オ パ ー ル 細胞増生域
で の S-1 00陽性神経線維の 分布す る像 は み ら れ な か っ た ･
S-1 00 は, 神経線維の シ ュ ワ ン 細胞 に 陽性と い わ れ て い る
55)
･ 総
胆 管結梨群 で ほ , 総胆管結共に よ っ て 生 じた 変化 に 対 して , 何
らか の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ドバ ッ ク に よ っ て , S-100陽性神経線
維あるい は S-100の 抗原性が変化 し, 消失が み られ る と考え ら
れ る . しか し, 透過電子顕微鏡的観察 で ほ , 総胆 管結梨群 や
3
J
- M D A B投与群の 両群で , 各 々 の 病変部 で シ ュ ワ ン 細胞 に
まれ た 無髄神経が同様 に 観察 され た . した が っ て , シ ュ ワ ン 細
胞を 認識する と考え られ て い る S-1 00陽性神経線維 は両群とも
同様 に み られ るは ずで ある . と こ ろが , 総胆 管結架群 で S-100
陽性神経線維 が減少 した こ と を考慮す ると S-100の 抗原性が変
化 した ため に 減少 がみ られ た と 考え ら れ る .
一 方 , 3
'
-M D A B
に よ る変化 に 対 して は , S-100陽性神経線維ほ関与 しな い と 考
え られ た . すな わ ち , 総胆管結敦 と い う生体 の 刺激 に 対 し て
ほ , S-100陽性神経線維ほ負の 関与を , 3
∫
- M D A Bに 対 して ほ ,
S-1 00陽性神経線維は関与 しな い こ とが 示 唆され た ･
さ て , 総胆管結染群で は細胆管が , 3
'
一M D A B投与群 で は オ
パ ー ル 細胞が増生 して く る こ と は これ ま で 述べ てきた ･ こ の 2
っ の モ デ ル で は , 肝 に 対する刺激が異な っ て い る の で , 増生す
る細胞が異 な っ てく るもの と考え られ る が , こ の 増生細胞 の 違
い に 神経支配 が関与 して い る 可 能性 は 否 定 で きな い ･ 実際 .
W a ng らは
58)
l 肝細胞癌や胆管細胞癌な どの 肝原発悪性腫瘍で ,
P G P9.5 や S-100免疫染色性が正 常肝と は異な り様々 な染色性
が み られ る こ と を報告 して い る . 総胆管結染群 と 3
'
一M DA B投
与群と で は神経線維 の 分布 は経時的 に み て い く と 異な っ て お
り , こ れ が増生細胞の 違い に 関与 して い る可 能性は十分に 考 え
られ る . ま た , 神経線維の 減少 は21 日目 ～ 28 日目か ら み られ る
が , 神経線椎の 増加ほ28 日目 ～ 35 日 目か らみ られ る･ 神経線維
の 減少と増加に は時間的なギ ャ ッ プ が ある . これ ほ神経の 成長
速度に よ るもの かも しれ な い が , ある程度細胆管増生や オ
パ ー
ル 細胞増生が起 こ っ てか ら神経線維が分布 し, こ れ ら の 構造 の
保持に関連 して い るの か も しれ ない ｢ また , 神経線維 が結合織
や脈管周囲に み られ る こ と よ り増生域で の 線維化がある程度形
成 されな い と神経線維の 分布が起 こ らな い こ とを 示唆するもの
か も しれ な い .
さて , M iyaz a w aら ば
g〉
, 慢性肝疾患患者 の 肝 で , 門脈域 の
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NS E陽性神経線維 , S-1 00陽性神経線維お よ び N P Y陽性神経
線維が増加す ると 報告 して い る . → 方 , Le e らは
16)
,
ヒ ト の 肝
硬変 で P G P 9.5 陽性神経線維が肝実質内で減少す る と 報告 し
て い る . こ の ように , い く つ か の 肝疾患の 病態下で肝内神経線
維の 分布や抗原性が動的に 変化 しえる こ と を示唆 して い る . 今
回 の 検 討 に よ り , 総 胆 管結 染群 に よ る 細 胆管増 生 巣 と
3
'
-M D A B投与群の オ パ ー ル 細胞増生巣と に お い て , P G P 9.5,
N S E, N P Y お よび S-1 00陽性神経線維 の 分布は , 異 な る反応性
を 示 した . こ の こ とは t 肝内微小循環調節や胆汁分泌調節 に 関
す る神経線維の 分布が変化 して い る可 能性を示唆 して い る . つ
ま り, 両群 の 刺激に 対 し , 神 経線維 の 反応は全く異 な る こ とを
意味 し, 病態形成を考えるうえ で 非常 に 興味ある現象 と考 え ら
れた . しか しな が ら , S P陽性神経線維の 分布は両群 とも同様
で あ り , そ の 生理 的作用の 解明が待 たれ る . 神経 ほ 血管 と と も
に , 病変部で の 病態形成 に 重要で ある . 今回 の 研究 で t 病 因の
異な る阻管上皮細胞 の 増生 に 神経 が深く関係 して い る こ と を 明
らか に しえ た .
今回 の 検討 に よ っ て , 胆汁う っ 滞や , 肝発癌物質に 対 して ,
神経線純分布や抗原性 が変化す る こ と が 示 さ れ た . こ の こ と
は l 様 々 な肝疾患 の 形成 に 関 して , 神経が 様 々 な 関与を して い
る可 能性を示唆す る . 今後, 様 々 な肝疾患 に お け る神経 の 分布
を検討す る こ と で , 病 理学的な解明の 一 助 とな る可 能性が 示 唆
された .
結 論
総胆管結染 ラ ッ トモ デ ル , 3
1
-M D A Bラ ッ ト モ デ ル を 用 い て ,
細胞管増生お よ び オ パ ー ル 細胞増生の , 病理 組織像 と細胞動態
を , 神経分布と の 関連性よ り検討を行い , 以下 の 結論を 得た .
1 . 細胆管増生域 , オ パ ー ル 細胞増生域 は経過 と とも に , 拡
大 し, 42 日 冒に は , 肝小葉を分断 し肝硬変様 の 形態を と っ た .
2 . 細胞 動態 の 指標 とな る AgN O Rs 数 , Brd U標 識率 ,
P C N A LI は∴総胆管結集群, 3
'
-M D A B投与群 で 7 日目に 最高
値を とり , 徐 々 に 漸減 した が , 3
1
-M D A B投与群 で は , 総胆管結
染群 と比較 して減少率 ほ低か っ た .
3 . P G P 9.5 陽性神経線維ほ , 対照群で ほ 門脈域の 結合織,
門脈壁 , 肝動脈壁 , 胆管壁周囲に ネ ッ ト ワ ー ク を形成する よ う
に 存在 し, バ リ コ シ テ ィ が み られ たが , 総胆管結梨群 で は経過
と ともに 減少 した . 一 方 , 3
1
-M D A B投与群で は減少 , 消失 ほ な
く , 28～ 35 日目以降 に は 1 オ パ ー ル 細胞増生域に 神経線維 が分
布す る像が み られた .
4 . N S E陽性神経線維は 一 対照 群で は門脈域の 脈管 周囲の 結
合織に存在 し, バ リ コ シ テ ィ が み られ た . 総胆管結衆評で は28
日 日以降に細胆管増生域 に 神経線維の 分布す る像が み られ た .
一 方 , 3
'
-M D A B投与群 で ほ オパ ー ル 細胞増生域 に 神経線維 の
分布 は全経過を通 じて み られ な か っ た .
5 . N PY 陽性神経線維 は , 対照群 では 門脈域 の 結合織 , 門脈
壁 , 肝動脈壁 , 胆管壁周囲に ネ ッ ト ワ ー ク を 形成す るよ うに 存
在 しバ リ コ シ テ ィ が み られた が , 総胆 管結染群で は 経過と と も
に減少 した . 一 方 , 3
'
-M D A B投与群 では 減少 , 消失は み られな
か っ た . な お , オ パ
ー ル 細胞増生域に は全経過を通 じて 神経線
維 の 分布は み られな か っ た .
6 . S P陽性神経線椎軋 対照群で ほ 門脈域 の 脈管周囲 の 結
合織内に存在 した . 総胆管結梨群 , 3' -M D A B投与群 で■は経時
的な神経線維の 分布の 変化は なか っ た .
7 . S-1 00陽性神経線維 は 一 対照群で ほ肝内大型胆管 , 隔壁
胆 管 レ ベ ル の 門脈域 に 存在 し∴ 総胆管結染群で ほ経過 とと もに
減少 し, 42日 目 に は 消失 した . 一 方 , 3
'
- M D A B投与群で は全経
過 を通 じて 減少 , 消失は み られ なか っ た .
以上 の 結果か ら , 総胆 管結梨 ラ ッ ト モ デ ル に み られ る細胆管
増生 , 3
'
-M D A B投与 ラ ッ トモ デ ル に み られ るオ バ ー ル 細胞増
生でほ 支配神経は異な っ て お り, こ れ が 病態 の 違い に 関連する
こ とが 示 唆 され た .
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Al teration of Intrahepatic In ne r v ation in the Rat Presenting wi th B
ile Du ctula r and Ov al Cell Proli 払r ation:
Ⅱistopathological and Im m u n ohistoche mic alStudy H iro shi
Koiz u mi, Firs tDepartm e n t of Surgery, Scho ol of
Medicine, Kanazawa University, Ka
nazaw a920- J･ Juz en Med Soc･ ,105,363
- 38 1(1 99 6)
Key wo rds bile duc t ula
r prolifer ation , OValc ell,inne r v a tion , 3
l
- m e thyl
-4-dim ethyla min o az obenzene･ bile duc t
ligation
Abstra ct
prolifbration ofintrahepatic s m all biliary elem entsis observedin v arioushepatobiliarydiseases, Wh
ile the pathoge nesi
and significa nce oftheseles
ionsre m ain unclear･ T he role ofthe microe n viro n me nt, including ln n erV ation, m ay be
importantin thesepr ∝ eSSeS･ The aim ofth is studyis toin ve st
lgatethe relationship betwe e ntheintrahepaticinn erv atio n





-4-dim ethyla minoazobenz ene(3
.
- M D A B)fteding r ats･ In theliver s of B D Lrats, Pr Olifera tion of bile
ductulesw as observ ed ar Ou nd the periphery ofportaltra c ts at7days and they e nlarged and porto
-POrtal bridging due to
thesedu ctular1esio ns appeared after1 4 days･ In thelivers of3
1
- M D A Bra ts, aftw ovalcells appea redar ound the periphery
of the the portaltracts at7 days andgradually enlarged arou nd the port altra c ts･ In both m o
dels} hepatic parenchym a w as
eve n tually divided by thesecirrhosislike lesionsin b
oth m odels･ T he n umber ofargyrophilic proteins of the nu cle olar
organizer region(AgN O Rs), pOSitive ratio of5
-br o m o-de oxymi dine(BrdU)and prolifbrating cel nu cle ar antige nlabeling
index(PCN A LI) w ere us ed asthe m arker of cellproliftration･ Ea ch index sho wed peak valu e at7 days andgradually
decre as ed, tho ugh even a t42 days each index wa shigh co mpar ed tothe contr ol･ Ea
ch index ofovalcell lesions w a shigher
也 anthat ofproliftrated bileduc tules･ Im mun ohistochemical detection ofnerve n bers
in thelesio nwe re c amiedout u slngan
avidin -biotin- perO Xidase c o mplex m ethod and prim ary an tibodies(anti
-
pr O tein gene pr oducts9･5(P G P9･5)antibody, and-
n eur o n specific enolase(N S E)antibody, anti
- neu rOpePtide Y(N P Y) an tibody, a nti-Substa nceP(S P) an tibody and anti
-S-
1 0 pro tein a n tibody)･ In c ontr ol ra ts, P G P9･5
-
PO Sitive a nd N P Y
-pO Sitive nerve fiberswe r edistri buted a m ongthe
c onective tissuein the portaltracts and for med a net
w orkJike stru Ctu re ne artheportal vein w all, hepatic arte ry w alland
bileduct w all. After28days or35days, nerVefiberswere obse rv ed todecre as ein theliv e rof the B D Lratsgroup･ Onthe
otherhand, N S E- pO Sitive nerve n be rs were distributedin the portaltracts and in ne
rv ated in thebile duc tula rproliftrative
are as and ovalce11sproliftrativ e are a s after2 8days･ S P
-
PO SltlVe ne rVe n bers show ed no re m arkable changeSin ei the rof th
e
expen m entalgr oups･ S
-1 00-PO Sitive neIVe 丘berswe redistri buted a
m o ng the con ne c tiv etissuein theportaltracts･ A f(e r28
daysS-10 0-PO Sitiv e nerv e丘bers decreas ed in thelive r of the B D L
ratsgro up･ T hese nndings w er e reproduced m ore cle arly
u nder aco nfoc al lazer micros c ope･ Electro n micros c opically n o nm edullated n erv efibe rs
wereide ntifiable within the
proliftra tive a r e a ofbile du ctules and those of ovalcells･ TTle re Sultsimply thatin ne
rv ation wasdifftre nt a m ong the
prolifbratlng ar eaSOf bileductulesa nd those ofova
lcells and alsodepende nt upo nthe diffe re n tcell kinetic pha ses, Whe n the
an tlgeneCities of the nerve fibers w erein volued･ It se e m slikely thatin
n ervation might take partin the fbm ation ofthe
micro en viron m ent related to the proliferation ofsma11 biliary c ells, including ovalc ells a nd bile du ctules･
T his study
sug gests thatintrahepaticin n e rvation and itsaltera tion m u stbe co nsid
e red in the ev alua tio n ofthe pathogenetic m echanis m
Of hepatobiliary disease ･
